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RESUMO 
 
A cultura do milho demanda grande quantidade de fertilizantes, 
principalmente os nitrogenados, potencializando os danos ambientais e riscos dos 
prejuízos financeiros na produção agrícola. Uma alternativa para manter altas 
produtividades do milho sem aumentar as aplicações de fertilizantes nitrogenados 
minerais é a utilização de inoculantes bacterianos, que realizam a fixação biológica 
de nitrogênio, exsudam fitohormônios, estimulam o crescimento das raízes, 
aumentando a absorção de nutrientes pelas plantas e podem solubilizar fosfato do 
solo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência agronômica da inoculação e 
coinoculação de dois gêneros de bactérias promotoras de crescimento vegetal, 
Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) e Bacillus LGMB 319, e Bacillus LGMB 326 
na cultura do milho cultivado em campo. Os experimentos foram realizados em duas 
estações de pesquisa no Estado do Paraná, uma localizada no município de Campo 
Largo e a outra, no município de Lapa. Os tratamentos testaram a aplicação de 
inoculantes bacterianos nas sementes e de fertilizante nitrogenado na forma de 
sulfato de amônio (21% N), aplicado no estádio vegetativo V4. Diâmetro do colmo e 
altura das plantas, massa seca da parte aérea e conteúdo de nutrientes nas folhas 
foram medidos no estádio da inflorescência feminina. Número de fileiras de grãos 
por espiga, comprimento das espigas, diâmetro das espigas, massa de mil grãos, 
rendimento de grãos e conteúdo de nutrientes nos grãos foram medidos no estágio 
da maturação fisiológica das plantas. Os isolados bacterianos Bacillus LGMB 319 e 
Bacillus LGMB 326 podem ser uma alternativa viável ao inoculante A. brasilense, ou 
podem ser coinoculados sem que tragam decréscimos nos componentes de 
produção, na produtividade de grãos ou no conteúdo de nutrientes da planta. A 
inoculação isolada de Bacillus LGMB 319 e Bacillus LGMB 326 ou em coinoculação 
com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) pode aumentar em até 4,8% a produtividade de 
grãos das plantas inoculadas em relação às plantas não-inoculadas. Porém, a 
coinoculação das duas estirpes de Bacillus (LGMB 319 e LGMB 326) sem A. 
brasilense reduz a produtividade em relação aos outros tratamentos inoculados ou 
às plantas que receberam fertilizante nitrogenado. Considerando os critérios da 
legislação vigente no Brasil, os inoculantes de Bacillus LGMB 319 e Bacillus LGMB 
326 são passíveis à produção e comercialização como inoculantes para a cultura do 
milho, desde que sejam aplicados isoladamente ou coinoculados com A. brasilense. 
 
Palavras-chave: inoculantes bacterianos, bioestimulantes e adubação nitrogenada. 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The corn crop demands a great quantity of fertilizers, mainly the nitrogenous 
ones, potentiating the environmental damages and risks of the financial losses in the 
agricultural production. An alternative to maintaining high yields of maize without 
increasing nitrogen fertilizer applications is the use of bacterial inoculants, which 
perform biological nitrogen fixation, exude phytohormones, stimulate root growth, 
increase nutrient uptake by plants and can solubilize phosphate. The objective of this 
work was to evaluate the agronomic efficiency of inoculation and co-inoculation of 
two genera of plant growth promoting bacteria, Azospirillum brasilense (Ab-V5 and 
Ab-V6) and Bacillus LGMB 319, and Bacillus LGMB 326 in corn cultivated in the field 
. The experiments were carried out in two research stations in the State of Paraná, 
one located in the municipality of Campo Largo and the other in the municipality of 
Lapa. The treatments tested the application of bacterial inoculants in the seeds and 
nitrogen fertilizer in the form of ammonium sulfate (21% N), applied in the vegetative 
stage V4. Stem diameter and height of the plants, dry shoot mass and nutrient 
content in the leaves were measured at the stage of the female inflorescence. 
Number of grain rows per spike, ear length, ear diameter, mass of one thousand 
grains, grain yield and nutrient content in the grains were measured at the stage of 
physiological maturation of the plants. The bacterial isolates Bacillus LGMB 319 and 
Bacillus LGMB 326 may be a viable alternative to the A. brasilense inoculant, or they 
may be co-co-inoculated without bringing decreases in the production components, 
grain yield or nutrient content of the plant. The isolated inoculation of Bacillus LGMB 
319 and Bacillus LGMB 326 or in co-inoculation with A. brasilense (Ab-V5 and Ab-
V6) may increase up to 4.8% the grain yield of the inoculated plants in relation to the 
uninoculated plants. However, the co-inoculation of the two strains of Bacillus (LGMB 
319 and LGMB 326) without A. brasilense reduces productivity in relation to the other 
inoculated treatments or the plants that received nitrogen fertilizer. Considering the 
criteria of the legislation in force in Brazil, the inoculants of Bacillus LGMB 319 and 
Bacillus LGMB 326 are susceptible to production and commercialization as 
inoculants for corn, provided they are applied alone or coinoculated with A. 
brasilense. 
 
Keywords: bacterial inoculants, biostimulants and nitrogen fertilization. 
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1 INTRODUÇÃO 
No atual cenário agrícola mundial, o aumento do rendimento das colheitas 
é uma questão de segurança alimentar e de sustentabilidade, pois é melhor 
buscar práticas que aumentam a produção por área do que aumentar a área 
cultivada. Por estes motivos, o modelo produtivo de grãos baseado na 
monocultura e grandes extensões de terra têm mudado paulatinamente durante 
os últimos anos. A agricultura tem sido aprimorada com a adoção de sistemas 
de cultivos duplos e, até mesmo triplos. Materiais vegetais adaptados para 
cada região e técnicas biológicas também foram incorporados. O cenário na 
qual os agricultores semeiam a segunda cultura (principalmente milho) no 
mesmo espaço após a colheita da soja também está impulsionando a produção 
nacional, sendo que na última safra, esse modelo representou 69,5% da área 
total do milho colhido no Brasil (CONAB, 2018). Dessa forma, cada vez mais, 
os profissionais da agricultura têm idealizado tecnologias que sirvam aos 
sistemas agrícolas de produção, muito mais, do que às culturas 
individualmente. 
De qualquer maneira, a agricultura moderna ainda é altamente 
dependente dos fertilizantes minerais para aumentar a produção e atender a 
demanda mundial de alimentos. Apesar das melhorias do melhoramento 
vegetal na seleção de plantas, das técnicas de manejo agrícola que melhoram 
a estrutura do solo e das formulações dos nutrientes, os níveis de fertilização 
mineral permanecem altos (DORAIS, 2007). O sistema agrícola mal manejado 
acarreta na perda da biodiversidade local, consumo dispendioso de água, 
aumento das emissões de gases de efeito estufa, eutrofização da biosfera, 
sobretudo, os corpos d´água, como a salinização de águas subterrâneas e 
superficiais, degradação do solo e poluição dos rios e altos níveis de insumos 
químicos (TILMAN, 1999; TOWNSEND, 2003; PRETTY et al., 2018). Neste 
contexto, as aplicações biológicas que atuam como “hipótese aditiva” para os 
aumentos de rendimento das culturas inoculadas com bactérias, pode diminuir 
a dependência dos insumos químicos adicionados na agricultura, além de 
reduzir os riscos dos fatores bióticos e abióticos, como, veranicos e patógenos.  
A produção agrícola é diretamente afetada pela variabilidade climática, 
sendo o clima o fator que traz mais riscos aos cultivos agrícolas (PERFIRIO et 
al., 2018). Por isso, é essencial a busca por alternativas que amenizem os 
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potenciais prejuízos ambientais e financeiros nas áreas cultivadas. Além disso, 
os aumentos de produtividade estão associados à interação do meio ambiente 
(clima e solo) e do manejo (material genético, população de plantas, nutrição e 
proteção de plantas) (ANDREA et al., 2018).  
Assim, considerando os aspectos de manejo sob a perspectiva dos 
sistemas agrícolas de produção, as bactérias promotoras de crescimento 
vegetal (BPCV) podem contribuir para manutenção da produtividade durante os 
períodos de escassez de água e contribuir para a melhor utilização dos 
nutrientes, já que aumentam o volume de raízes para explorar o solo.  Além 
disso, a inoculação é uma tecnologia acessível tanto para pequenos quanto 
para grandes agricultores.  
O milho (Zea mays (L.)) é uma gramínea de ciclo anual pertencente à 
família Poaceae. É uma planta muito eficiente na conversão da radiação solar 
em produção de biomassa, por apresentar mecanismo C4 de fixação de CO2 e 
extensa área foliar (TAIZ e ZEIGER, 2013). É um dos principais cereais 
cultivados no mundo, e no Brasil é produzido em todos os tipos de solo e de 
clima.  
O milho é um cereal de alto valor energético, com uma grande quantidade 
de amido acumulado no endosperma (GALVÃO et al., 2015). Este grão 
apresenta utilidades diversas, que vão desde a alimentação animal, por meio 
da produção de ração, principalmente para aves, suínos e bovinos; 
alimentação humana, na forma de farinhas, óleos e flocos; à indústria de alta 
tecnologia, participando de diversos processos da indústria alimentícia, de 
bebidas e produção de biocombustível, o etanol. 
O Brasil produziu 80.786 milhões de toneladas de milho em uma área de 
16.631,8 milhões de hectares na safra 2017/18, o que representou 
aproximadamente 7,8 % do estoque mundial do cereal (CONAB, 2018; OECD, 
2018). A produtividade média do milho no Brasil é baixa (4,86 t ha-1) quando 
comparada à de outros países grandes produtores (10,7 t ha-1 nos Estados 
Unidos; 7,3 t ha-1 na Argentina) (OECD, 2018).  
O milho é bastante responsivo às altas aplicações de fertilizantes, 
principalmente os nitrogenados (N). Para a produção de 1000 kg de grãos 
cultura requer pelo menos 20 kg de N (SOUZA e LOBATO, 2004). Como as 
altas produtividades demandam grandes aplicações de fertilizantes 
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nitrogenados, 17,8% dos fertilizantes nitrogenados comercializados 
mundialmente nas safras 2013/2014 e 2014/2015 foram destinados ao cultivo 
do milho (HEFFER, 2017).  
A baixa eficiência do uso dos fertilizantes nitrogenados é explicada pelos 
processos biogeoquímicos de volatilização, lixiviação e erosão, que podem 
acarretar em perdas significativas do fertilizante, além da contaminação do 
lençol freático e corpos de água, acidificação dos solos, emissão de gases de 
efeito estufa. Outro aspecto importantíssimo é o preço dos fertilizantes, pois, 
para a produção de cada tonelada de fertilizante nitrogenado (amônio) são 
necessários 6 barris de petróleo. Isso torna a produção de milho menos 
sustentável. A alta aplicação dos fertilizantes nitrogenados nos solos agrícolas 
diminui a sustentabilidade ambiental e financeira das propriedades agrícolas. 
Além disso, os fertilizantes nitrogenados reduzem a fixação biológica de 
nitrogênio no solo. Devido a entrada de amônio no sistema, as plantas não 
precisam mais dos microrganismos simbióticos para fornecer amônio e isso 
reduzem o estimulo às bactérias simbióticas e associativas. As bactérias 
nitrificantes também aproveitam esse excesso de amônio e o utilizam para 
produzir nitrato. Esta alta quantidade de nitrato é utilizada por bactérias 
desnitrificantes para produzir N2O e o excesso é perdido por lixiviação até o 
lençol freático (GALLOWAY et al., 2008).  
Sob a perspectiva da produção agrícola sustentável, as culturas 
cultivadas precisam estar preparadas com resistência a doenças, tolerância à 
seca, tolerância ao estresse por metais pesados e com melhor teor nutricional. 
Neste sentido, as BPCV podem ser utilizadas para melhorar a saúde das 
plantas e promover o aumento das taxas de crescimento das plantas, sem 
contaminação ambiental.  
Para auxiliar as necessidades de uma agricultura tão dependente dos 
produtos sintéticos, uma possível alternativa é introduzir microrganismos do 
solo (bactérias, fungos, algas, etc.) que aumentem a capacidade de absorção e 
eficiência do uso de nutrientes e da água (ARMADA et al., 2014). Entre esses 
microrganismos potenciais do solo, as bactérias conhecidas como bactérias 
promotoras de crescimento vegetal são as mais promissoras. O termo 
“bactérias promotoras do crescimento vegetal” (BPCV) refere-se a bactérias 
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que colonizam as raízes das plantas (rizosfera) e estimulam o crescimento por 
diferentes mecanismos.  
A rizosfera é a zona de contato entre solo e raízes, onde ambos são 
mutuamente influenciados, e, um ambiente de máxima atividade microbiana 
(VEJAN, 2018). As plantas normalmente exsudam uma grande fração de seu 
carbono fotossinteticamente fixado (estimado geralmente na faixa de 5-30%) 
através de suas raízes (GLICK, 2013). Os exsudados de raízes contêm 
grandes quantidades de açúcares, ácidos orgânicos e aminoácidos, servindo 
como uma fonte de alimento bacteriano. Por isso, a população microbiana na 
rizosfera é parcialmente diferente dos outros ambientes do solo devido à 
presença de exsudatos radiculares que funcionam como fonte de nutrientes 
para o crescimento microbiano (BURDMAN, 2000). Weller e Thomashow 
(1994) provaram que a zona estreita da rizosfera é rica em nutrientes para 
micróbios em comparação com o solo livre da influência das raízes mostrando 
que quantidade de bactérias presentes em torno das raízes das plantas é 
geralmente 10 a 100 vezes maior do que no solo livre. 
As BPCV afetam diretamente o metabolismo vegetal através de uma 
ampla variedade de mecanismos. Os benefícios que as BPCV promovem 
incluem: (I) tolerância ao estresse abiótico, (II) disponibilização de nutrientes 
(N, P e Fe), (III) hormônios reguladores de crescimento vegetal, (IV) produção 
de sideróforos, (V) produção de compostos orgânicos voláteis; e (VI) produção 
de enzimas de proteção, como quitinase, glucanase e ACC-desaminase para a 
prevenção de doenças de plantas (CHOUDHARY et al., 2011; GARCÍA-
FRAILE et al., 2015). Entretanto, o modo de ação das diferentes BPCV pode 
variar conforme o tipo de planta hospedeira. Nos subitens abaixo, lista-se os 
principais mecanismos.  
As bactérias do gênero Azospirillum spp. são as BPCV mais estudadas, 
com exceção dos rizóbios (BASHAN e DE-BASHAN, 2010). Duas 
características principais definem esse gênero: a fixação biológica de nitrogênio 
(FBN) e a produção de fitohormônios (TIEN et al. 1979), e fizeram com que 
essas bactérias passassem a ser comercializadas em grande escala na 
Argentina, México, Índia, Itália, França e Brasil (BASHAN e DE-BASHAN, 
2010). Bactérias do gênero Azospirillum são conhecidas por sua capacidade de 
produzir hormônios vegetais, e entre esses, o ácido indol-3-acético (AIA) 
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(SPAEPEN et al. 2007) e as giberelinas (BOTTINI et al. 2004). Esses 
hormônios alteram o metabolismo e a morfologia das plantas aumentando a 
densidade e o comprimento dos pêlos radiculares, bem como o alongamento 
das raízes laterais, aumentando assim a área de superfície radicular (FALLIK et 
al., 1994), e em muitos casos, as plantas são mais vigorosas e verdes, 
apresentando maior crescimento vegetal, já que absorveram mais água e 
minerais (BASHAN e DE-BASHAN, 2010), além da fixação biológica de 
nitrogênio (DE-BASHAN et al., 2012). 
Embora, muitas bactérias do solo sejam consideradas BPCV, nem todas 
as estirpes de um determinado gênero e espécie bacteriana têm a mesma 
capacidade e composição metabólica. Mesmo no Brasil onde as pesquisas 
com BPCV são pioneiras, a sua utilização em grande escala nos cultivos com 
gramíneas é incipiente e recente. No Brasil, no ano de 2016, somente 8,9% 
dos inoculantes comercializados pelas empresas cadastradas na associação 
de produtores e importadores de inoculantes foram destinados às gramíneas, 
totalizando 4.532,217 doses aplicadas (ANPII, 2018). 
A FBN por essas bactérias é realizada por um complexo enzimático, 
chamado de nitrogenase. A nitrogenase foi descrita por Dean e Jacobson 
(1992) como uma metaloenzima de dois componentes, sendo: (I) dinitrogenase 
redutase que é uma proteína constituída de ferro, e (II) dinitrogenase que 
possui um cofator de metal. A dinitrogenase redutase fornece elétrons de alto 
poder redutor, e a dinitrogenase usa esses elétrons para reduzir N2 a NH3.Com 
base nesses fatores, foram identificados três sistemas diferentes de fixação do 
N: (1) Mo-nitrogenase, (2) V-nitrogenase e (3) Fe-nitrogenase. Esses sistemas 
de FBN variam entre os diferentes gêneros bacterianos, porém, a maioria dos 
processos ocorre pela nitrogenase do molibdênio. Os genes presentes nas 
bactérias capazes de realizarem a FBN são chamados de genes nif. Os genes 
nif codificam 20 proteínas diferentes (GLICK, 2012). O complexo enzimático da 
nitrogenase de molibdênio possui duas proteínas que são codificadas pelos 
genes nif, o nifDK e nifH.  
O processo da estimulação do crescimento das raízes dos vegetais é 
influenciado por microrganismos que têm a capacidade de produzir ou alterar a 
concentração de hormônios reguladores do crescimento de plantas, como 
auxinas, giberelinas, citocininas e etileno (VEJAN, 2018). Esses fitohormônios 
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são substâncias orgânicas que modificam os processos bioquímicos, e 
fisiológicos das plantas. As auxinas mais ativas nas plantas são o ácido indol-3-
acético (AIA). O AIA em baixa quantidade estimula o alongamento da raiz 
primária e aumenta a formação dos pêlos radiculares (SPAEPEN, 2007; 
VACHERON, 2013), fazendo com que as plantas consigam absorver mais 
nutrientes. Os processos de germinação de sementes, indução floral, 
desenvolvimento de flores e frutos e crescimento das folhas necessitam da 
giberelina (BOTTINI, 2004), sendo que o efeito mais dominante da giberelina é 
o alongamento da parte aérea (SPAEPEN, 2011). As citocininas estimulam a 
divisão celular e induzem a proliferação de pêlos radiculares (VEJAN, 2018). O 
etileno é conhecido por regular o amadurecimento dos frutos e a abscisão das 
folhas (REID, 1981), porém, em altas concentrações induz a desfolha e os 
processos celulares que levam a inibição do crescimento da raiz e do caule (LI, 
2005). As plantas sintetizam 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), que é 
precursor do etileno, produzido sob condições de estresse ambiental como 
seca, inundação, infecções por patógenos e presença de metais pesados. As 
BPCV degradam o etileno, estimulando o crescimento radicular mesmo em 
condições de estresse ambiental (VEJAN, 2018).  
O fósforo (P) é o segundo nutriente que mais limita o crescimento das 
plantas. O P está no solo nas formas orgânica ou inorgânica. Apesar de 
parecer abundante nos solos, uma quantidade moderada de P está em forma 
insolúvel. As plantas absorvem apenas duas formas solúveis, o monobásico 
(H2PO4) e o diabônico (HPO24) (BHATTACHARYYA e JHA, 2012). A 
solubilização do fosfato mineral ocorre pela ação de ácidos orgânicos liberados 
pelas BPCV. Esses ácidos acidificam a célula e seus arredores, 
consequentemente, o fósforo inorgânico é liberado do mineral por substituição 
de prótons por Ca2+ (GOLDSTEIN et al., 1994). Entre esses ácidos, o glucônico 
é o mais frequente na solubilização do fosfato mineral (RODRIGUEZ et al., 
1999). Há também o processo da mineralização do fósforo orgânico que 
acontece pela decomposição dos restos de plantas e animais e ação das 
fosfatases. Na decomposição da matéria orgânica há liberação de 
organofosfonatos que passam pela mineralização no processo da 
biodegradação, tornando o fósforo orgânico disponível (MCGRATH et al., 
1995). 
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As BPCV também podem ser chamadas de biopesticidas; promovem 
crescimento de plantas através do controle de microorganismos 
fitopatogênicos, produzindo metabólitos de propriedades antifúngicas utilizadas 
como sistema de defesa. Esse mecanismo envolve a produção de enzimas 
hidrolíticas, sendo a quitinase e glucanase. Os principais componentes da 
parede celular dos fungos são constituídos por quitina e betaglucana, portanto, 
as bactérias que produtoras de beta-glucanases inibem o crescimento fúngico, 
fortalecendo o desenvolvimento de resistência sistêmica induzida nas plantas 
hospedeiras (MIA e SHAMSUDDIN, 2013). 
É indiscutível que as BPCV desempenham ótimos resultados nas plantas 
com os diferentes benefícios acima supracitados. Porém, o inverso também 
pode acontecer. Por exemplo, a produção de cianeto que é conhecida por ser 
uma das características de espécies de Pseudomonas (VEJAN, 2018). O 
cianeto tem efeito de biocontrole contra patógenos vegetais (MARTINEZ-
VIVEROS, et al., 2010), mas, pode causar feitos adversos no crescimento das 
plantas (BAKKER et al., 1987). Caso semelhante também ocorre com a auxina 
que pode causar efeitos benéficos ou prejudiciais para as plantas (XIA et al., 
1996). O modo de ação dependerá da sua concentração. Em baixas 
concentrações aumenta o crescimento das plantas, enquanto em altas 
concentrações inibe o crescimento das raízes (XIA, et al., 1996). Até o 
momento, os resultados têm demonstrado que poucas espécies bacterianas 
podem inibir o crescimento das plantas, portanto, a seleção de uma estirpe é 
muito importante para obtenção dos benefícios de crescimento para as plantas 
desejadas.  
Segundo a legislação brasileira, Lei nº 6.894, de 16/12/1980, inoculante 
é uma substância que contém microrganismos com atuação favorável ao 
desenvolvimento vegetal. De modo geral, os inoculantes têm se tornado um 
aspecto crucial para a economia na agricultura. No mercado brasileiro, há nove 
empresas cadastradas na associação nacional dos produtores e importadores 
de inoculantes (ANPII). Em 2016, essas empresas comercializaram mais de 50 
milhões de doses de inoculantes para diferentes culturas como soja, feijão, 
milho e forragens (ANPII, 2018).  
Este mercado tem potencial de expansão, haja vista que menos de 10% 
dessas doses comercializadas foram destinados para a cultura do milho. Por 
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isso, este setor está investindo em pesquisas e tecnologias de produção de 
inoculantes para esta espécie. 
Os inoculantes microbianos a base de Bacillus spp. têm sido fabricados 
industrialmente a partir de várias cepas (LOPES et al., 2018). Os produtos a 
base de espécies de Bacillus têm grande potencial de uso nos sistemas 
integrados, por isso a caracterização de novas cepas pode ajudar o 
desenvolvimento de novos produtos. Na Tabela 1, são apresentados os 
principais produtos comercializados mundialmente a base de Bacillus.  
Os inoculantes a base de Bacillus representam a classe mais importante 
de produtos microbianos comercialmente disponíveis para uso fitossanitário. A 
capacidade de formar esporos permite a colonização em diferentes tipos de 
solos e ambientes. 
 
Bacillus spp. 
As bactérias do gênero Bacillus pertencem a família Bacillaceae, são 
heterotróficas, em forma de bastonete, gram-positivas, se locomovem por 
flagelos peritricosos, e alguns membros são aeróbicos, enquanto outros são 
facultativos ou anaeróbicos. São capazes de produzir endósporos resistentes a 
condições ambientais desfavoráveis, por exemplo, sob temperaturas altas ou 
carência nutricional. Esse endósporo pode permanecer dormente durante anos 
se as condições forem desfavoráveis, ou converter-se rapidamente em uma 
célula vegetativa quando as condições são favoráveis (MADIGAN et al., 2016).  
 
Tabela 1. Inoculantes a base de Bacillus sendo comercializados mundialmente. 
Produto Cepas Patógenos alvos Culturas Companhias 
Yield 
Shield 
B. pumilus GB34 Rhizoctonia solani, 
Fusarium 
Soja Bayer 
CropScience, 
USA 
     
Bio-Yield B. amyloliquefaciens 
GB99, B. subtilis 
GB122 
Rhizoctonia, Pythium, 
Fusarium 
plantas de 
cobertura 
3Bar 
Biologics, 
USA 
     
Dipel B. thuringiensis 
subsp. kurstaki 
HD-1 
Rhizoctonia, Pythium, 
Fusarium, Strymon 
basalides, Alabama 
argillacea, Helicoverpa, 
Diatraea saccharalis, 
Ecdytolopha aurantiana, 
Grapholita molesta, 
Diaphania nitidalis, 
Plutella xylostella, 
abacaxi, 
algodão, 
cana-de-
açúcar, 
citrus, 
macieira, 
melão, 
repolho, 
soja, 
Valent 
BioSciences, 
USA 
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Anticarsia gemmatalis, 
Tuta absoluta, 
Argyrotaenia sphaleropa 
tomate, 
videira 
     
Nacillus B. subtilis 
Antumávida, B. 
subtilis Vilcún, B. 
licheniformis 
Mallerauco Brevi, B. 
brevis Maguellines 
Brevi, B. brevis 
Maguellines I 
Pseudomonas, 
Acetobacter, 
Xanthomonas, 
Clavibacter 
cerejeira, 
mirtilo, 
avelã, 
tomate, 
videira, 
pêra, kiwi, 
legumes 
Bio Insumos 
Nativa, Chile 
     
Votivo B. firmus I-1582 Meloidogyne, 
Pratylenchus 
soja, 
algodão, 
milho 
Bayer 
CropScience, 
USA 
Fonte: Lopes et. al. (2018) 
 
As espécies do gênero Bacillus estão entre as bactérias benéficas na 
interação micróbio-planta exploradas como pesticidas, fungicidas ou 
biofertilizante (PEREZ-GARCÍA et al., 2011), estimulando a resistência e 
promovendo o crescimento das plantas (LOPES et al., 2018). A formação de 
endósporos possibilita a sua persistência por longos períodos nos solos e em 
produtos armazenados. Esse gênero inclui bactérias benéficas ao sistema de 
cultivo, pois promovem o crescimento vegetal por meio da liberação de 
fitohormônios, solubilização de fosfato, produção de compostos inseticidas e 
antimicrobianos e indução de resistência sistemática da espécie vegetal 
(PEREZ-GARCÍA et al., 2011). 
Os mecanismos de ação dos isolados do gênero Bacillus responsáveis 
pela promoção do crescimento em plantas, inicialmente podem estar ligados a 
inibição de fitopatógenos do solo. Entretanto, alguns trabalhos vêm 
apresentando resultados que sugerem existir uma faixa bem mais ampla 
quanto aos efeitos dessas bactérias nas plantas. 
 
2  HIPÓTESE 
 
A inoculação de bactérias do gênero Bacillus resulta em crescimento 
vegetal e aumento da produtividade de grãos de milho com uma menor oferta 
do fertilizante nitrogenado. 
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3 OBJETIVO 
 
Avaliar a eficiência agronômica da inoculação Bacillus LGMB 319 e 
Bacillus LGMB 326 na cultura do milho sob plantio direto em dois locais no 
Estado do Paraná (Brasil). 
 
4 MATERIAL E MÉTODOS 
Experimentos 
 
Os experimentos foram realizados com a cultura do milho (Zea mays (L.)) 
em dois locais do estado do Paraná nos municípios de Campo Largo e de 
Lapa, na safra de 2017/2018. As coordenadas geográficas e informações 
climatológicas são apresentadas na Tabela 2. O solo do experimento no 
município de Campo Largo foi classificado como Latossolo vermelho eutrófico 
chernossólico e em Lapa como Latossolo vermelho distrófico cambissólico 
conforme Sistema Brasileiro de Classificação de solos (SCBS, 2018). Em cada 
local, foram coletadas 20 subamostras de solo na profundidade 0–0,2 m e 
foram homogeneizadas, formando uma única amostra composta para a 
caracterização química e textural. As análises químicas (Tabela 3) foram 
realizadas conforme Marques et al. (2004) e a análise da textura com a 
metodologia do Densímetro de Bouyoucos (GEE e BAUDER, 1986). A 
adubação de semeadura foi com a aplicação de 500 kg ha-1 do formulado 8-20-
20 para cada área experimental. 
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Tabela 2. Informações geográficas e climáticas sobre a localidade dos experimentos. 
Local Coordenadasa Altitude Climab Precipitaçãoc Temperatura diáriad 
  m  mm  
 
Média°C  
Campo 
Largo 
25°24’39.5”S; 
49°29’42”W 
987 Cwb 1071.6e  19,6f  
Lapa 25°50’38”S; 
49°39’11.3”W 
869 Cwb 737.2  19.6  
a Latitude e Longitude 
b Sistema de classificação de Koppen-Geiger’s 
c Precipitação acumulada de Curitiba e Lapa durante o período do plantio até a colheita. 
d Temperaturas médias durante o período do experimento. 
e precipitação da estação de Curitiba-PR, a 30 km do local do experimento. 
f temperatura diária média de Curitiba-PR, a 30 km do local do experimento. 
 
 
Tabela 3. Análise química e granulométrica (0-20 cm) dos locais do experimento em amostras 
foram feitas antes da semeadura. 
Local Química Granulometria 
 pH pH Al H+Al Ca Mg K P C Argila Silte Areia 
 CaCl2 SMP --------cmol/dm3-------- -----ppm----- g/dm3 ----------g/kg-1--------- 
Campo 
Largo 
4,96 5,2 0,1 6,2 8,4 4,3 20,33 53,4 48,1 662 50 288 
Lapa 4,92 6,10 0,3 4,6 1,5 0,4 11,34 30,3 39,1 325 100 575 
 
Os experimentos foram conduzidos sob delineamento experimental de 
blocos ao acaso com 8 tratamentos e 5 repetições. As parcelas T1, T2 e T3 
não foram inoculadas e receberam as doses de (T1) 0 (zero), (T2) 100 e (T3) 
50 kg N ha-1, respectivamente. As parcelas T4 foram inoculadas com 
Azospirillum brasilense (Abv-05 e Abv-06); T5, com Bacillus LGMB 319; T6, 
com Bacillus LGMB 326; T7, com Bacillus LGMB 319 e Bacillus LGMB 326; e 
T8, com A. brasilense (Abv-05 e Abv-06), Bacillus LGMB 319 e Bacillus LGMB 
326. Todas as parcelas inoculadas receberam 50 kg N ha-1 em cobertura. A 
aplicação do fertilizante nitrogenado foi realizada com (NH4)2SO4 (21% N) no 
estádio vegetativo V4 da cultura (quatro folhas abertas) na superfície do solo, 
em linha, ao lado das plantas.  
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As sementes foram tratadas com inseticida Clorantraniliprole (Dermacor®, 
DuPont-Pioneer) na dose recomendada pelo fabricante. A semeadura foi 
realizada manualmente no dia 25/10/2017 com o híbrido comercial DKB 330 
PRO3 (DEKALB) de ciclo superprecoce em Campo Largo, e, no dia 01/11/2017 
com o híbrido comercial DKB 390 PRO3 (DEKALB) de ciclo precoce em Lapa.  
Em Campo Largo, a parcela teve 6 linhas de 6 m de comprimento 
espaçadas 0,75 m entre si, as sementes foram semeadas com a distância de 
0,2 metros entre si com população de 66.666 plantas ha-1. Em Lapa, a parcela 
tinha 7 linhas de 7,5 m de comprimento espaçadas 0,45 m entre si, as 
sementes foram semeadas com a distância de 0,25 metros entre si com 
população de 88.888 plantas ha-1.  
As bactérias utilizadas foram Azospirillum brasilense Abv-05 e Abv-06 
(fornecidas pela Total Biotecnologia S.A.), Bacillus LGMB 319 e B. LGMB 326 
(Banco de Germoplasma do Laboratório de Genética de Microrganismos 
(LABGEM) do Departamento de Genética da Universidade Federal do Paraná), 
provenientes do isolamento da rizosfera de milhos híbridos comerciais (IKEDA 
et al. 2014). A inoculação foi feita com homogeneização de 3 ml de suspensão 
bacteriana com concentração de 2x108 células ml-1 em 1800 sementes de milho 
imediatamente antes da semeadura. 
 
Medições no estágio de pendoamento 
No estágio de pendoamento, as folhas localizadas na porção oposta e 
abaixo da espiga de 5 plantas escolhidas ao acaso por parcela foram cortadas, 
enxaguadas com água deionizada, secas em estufa com ventilação forçada a 
60 ºC por 72 horas e moídas em fragmentos menores de 2 mm. Os teores de 
P, K, Mg, Ca, Mn, Fe, e Zn das folhas foram determinados conforme Martins e 
Reissmann (2007). O conteúdo de N das mesmas foi determinado por 
combustão seca no analisador elementar (CNHOS) modelo Vario EL III - 
elementar®, Germany. 
As medições da altura e diâmetro das plantas foram feitas em 10 plantas 
por parcela. A altura das plantas foi medida da superfície rente ao solo até o 
ponto de inserção da folha bandeira. O diâmetro do colmo foi medido no porte 
mediano do primeiro internódio visível.  
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Medições no estágio de maturação fisiológica 
A massa seca total da parte aérea (incluindo as espigas sem os grãos) foi 
determinada pela pesagem de 5 plantas no estágio de maturação fisiológica, 
cortadas rente ao solo, secas em estufa com ventilação forçada a 60 ºC por 14 
dias. Posteriormente, as plantas foram trituradas e moídas para determinação 
de P, K, Mg, Ca, Mn, Fe, e Zn, conforme metodologia de Martins e Reissmann 
(2007). O teor de N das mesmas foi determinado por combustão seca no 
analisador elementar (CNHOS) modelo Vario EL III - elementar®, Germany.  
O comprimento e diâmetro das espigas foram estimados a partir da 
mensuração de 5 espigas de cada parcela. O comprimento consistiu da 
mensuração da base até o ápice das espigas. O diâmetro da espiga foi medido 
na metade do comprimento das mesmas. 
 
Rendimento de grãos 
A colheita das espigas foi realizada manualmente na área útil, 
descartando-se as duas linhas laterais, o primeiro e o último metro de cada 
linha de plantio. As espigas foram debulhadas em debulhador mecânico 
acoplado no trator, e os grãos foram pesados e corrigidos a 13% de umidade e 
extrapolados para kg ha-1. Os grãos foram contados (para massa de mil grãos) 
e pesados, seus pesos corrigidos a 13% de umidade. 
Uma subamostra dos grãos foi retirada para a determinação dos 
nutrientes após moagem em malha de 2 mm. Os teores de P, K, Mg, Ca, Mn, 
Fe, e Zn foram determinados conforme Martins e Reissmann (2007). O 
conteúdo de N das mesmas foi determinado por combustão seca no analisador 
elementar (CNHOS) modelo Vario EL III - elementar®, Germany. 
 
Análise estatística 
Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para confirmação 
das premissas de análise de variância (ANOVA). ANOVA foi realizada com o 
software de código aberto R com o pacote agricolae (de Mendiburu, 2009). As 
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 10% de probabilidade. 
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5 RESULTADOS 
 
Os benefícios da aplicação de N sobre a produtividade do milho foram 
comprovados, pois o tratamento sem aplicação deste nutriente teve as 
menores médias dos componentes de produção quando comparado aos 
demais tratamentos que receberam adubação nitrogenada (Tabela 4).  
Os tratamentos com os inoculantes bacterianos não influenciaram as 
variáveis diâmetro do colmo, altura, massa seca das plantas, número de fileiras 
de grãos por espiga, comprimento das espigas e produtividade (Tabela 4). 
O tratamento de coinoculação das três cepas bacterianas (T8) no 
experimento em Campo Largo produziu 359,17 kg ha-1 de grãos a mais do que 
o tratamento (T3) que recebeu a mesma quantidade de N em cobertura (Tabela 
7). Na Lapa, o tratamento que mais produziu com a mesma quantidade do 
fertilizante nitrogenado foi o tratamento de inoculação de B. LGMB 326 (T6), 
sendo 436,42 kg ha-1 a mais do que o T3 (sem inoculante bacteriano).   
Reduzir 50% da dose do fertilizante nitrogenado, mesmo com a 
inoculação de A. brasilense, Bacillus LGMB 319 ou Bacillus LGMB 326, é uma 
estratégia que deve ser tomada com cautela. No experimento de Campo Largo 
a redução na produção de grãos não foi detectada estatisticamente, entretanto, 
a produtividade dos grãos reduziu até 1243,45 kg ha-1 quando Bacillus LGMB 
319 e Bacillus LGMB 326 foram coinoculadas. Em Lapa, esta redução foi de 
734 kg ha-1. 
A coinoculação das bactérias Bacillus LGMB 319 e Bacillus LGMB 326, 
interferiu negativamente nas médias do diâmetro das espigas e massa de mil 
grãos em Campo Largo. Esses resultados indicam que a coinoculação com 
essas duas bactérias não é favorável ao desenvolvimento das espigas.  
O teor de nutrientes na folha no estádio do florescimento (VT) (Tabela 5) 
variou pouco entre os tratamentos, exceto o N, que foi afetado pelo tratamento 
de 100 kg N ha-1 em cobertura. Isso indica que a redução de 50% do N em 
cobertura não foi suprida pela inoculação com os microorganismos.  
No estádio da maturação fisiológica, as plantas que receberam 100 kg N 
ha-1 extraíram mais N, P, Ca, Mn e Zn do que os demais tratamentos (Tabela 
6). 
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A inoculação com A. brasilense (Abv-05 e Abv-06) diminuiu a exportação 
de P, K e Mg entre os tratamentos com inoculantes bacterianos. Porém, a 
coinoculação de A. brasilense + Bacillus LGMB 319 + Bacillus LGMB 326 
aumenta a exportação de P, K, Mg e Mn pelos grãos (Tabela 7).  
 
6 DISCUSSÃO 
A busca por estirpes de BPCV para a produção de inoculantes vem sendo 
realizada há décadas, no entanto, a utilização delas ainda é limitada na 
agricultura mundial (BASHAN et al. 2014; VEJAN, 2016). A utilização bem-
sucedida da BPCV depende da sua sobrevivência no solo, da compatibilidade 
com a cultura na qual ela é inoculada, da capacidade da interação com a 
microbiota nativa no solo e dos fatores ambientais (MARTINEZ-VIVEROS, 
2010). Experimentos a campo realizados pelo grupo do Laboratório de 
Genética, Microbiologia e Biologia da Universidade Federal do Paraná-Brasil 
evidenciaram duas cepas de bactérias (B. LGMB 319 e B. LGMB 326) com 
efeitos potenciais para utilização agrícola-industrial. Essas bactérias foram 
isoladas e caracterizadas por Ikeda et al. (2014) e apresentaram a capacidade 
in vitro de produção de sideróforos, solubilização de fosfato, FBN e produção 
de AIA. Essa dissertação de mestrado apresenta os resultados do primeiro 
experimento de campo, realizado em duas condições edafoclimáticas do 
Estado do Paraná, para confirmar se as bactérias B. LGMB 319 e B. LGMB 326 
têm potencial para serem utilizadas como inoculantes na cultura do milho.  
A utilização de estirpes do gênero Bacillus como inoculantes pode 
interferir na tecnologia existente, impactando a credibilidade que os produtores 
rurais têm sobre a importância da prática da inoculação. A incompatibilidade de 
bactérias pode não trazer o efeito desejado, por exemplo, promoção do 
crescimento vegetal, aumento da absorção de nutrientes e tolerância das 
plantas sob estresses bióticos e abióticos. Como conseqüência, a inoculação 
pode apenas implicar em aumento no valor investido na lavoura, ou até mesmo 
reduzir a produção da cultura. Assim, o efeito de cada espécie bacteriana pode 
ser específica para uma determinada cultura, o que pode gerar efeitos opostos 
aos desejados (aumento do crescimento vegetal) ou serem governados por 
uma competição interespecífica (GADHAVE et al., 2018). 
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A aplicação de fertilizante nitrogenado aumentou as médias dos 
indicadores de componentes de rendimento e da extração dos nutrientes pelas 
plantas no tratamento com 100 kg N ha-1 em cobertura (T2) quando em 
comparação com os tratamentos sem N (Tabela 6). Esse efeito é um resultado 
da nutrição adequada de N para as plantas. O nitrogênio é constituinte das 
proteínas, ácidos nucléicos, clorofila II, co-enzimas, fitohormônios e metabolitos 
(HAWKESFORD et al., 2012), resultando no aumento da taxa fotossintética. 
Porém, no final do ciclo as plantas inoculadas e com 50 kg N ha-1 e inoculadas, 
produziram, semelhante ao tratamento com o dobro do fertilizante nitrogenado 
(Tabela 4), sugerindo que as bactérias supriram as plantas de nutrientes nos 
estádios de formação e enchimento de grãos. 
Os mecanismos que as bactérias influenciam no crescimento e produção 
da biomassa das plantas pode diferir entre espécies de plantas, visto que cada 
material genético libera exsudados diferentes, selecionando as bactérias que 
as colonizam (KAUR, 2018), além dos diferentes gêneros das BPCV.  
As médias dos diâmetros dos colmos nos dois experimentos, e da massa 
da biomassa das plantas em Lapa não diferiram estatisticamente entre si. Já as 
médias da altura das plantas e a massa da biomassa em Campo Largo 
divergiram entre os tratamentos. Esses resultados indicam que a inoculação 
com as bactérias A. brasilense, B. LGMB 319 e B. LGMB 326 não prejudicam o 
crescimento e desenvolvimento das plantas. 
A variável número de fileiras de grãos por espiga em Campo Largo e 
Lapa, comprimento e diâmetro das espigas em Lapa não foram estimulados 
pelos tratamentos, demonstrando que essas variáveis são pouco influenciadas 
pelas doses do N em cobertura e pelos inoculantes bacterianos. Além disso, os 
resultados obtidos podem ser atribuídos ao fato de que o número de fileiras de 
grãos por espiga é um componente da característica genética do híbrido 
(FERNANDES et al., 2005; VALDERRAMA et al., 2011). Contudo, as médias 
podem ter sido um resultado da interação genótipo da planta X genótipo do 
microrganismo X ambiente X manejo, sendo esse um dos poucos motivos que 
limitam o uso da tecnologia da inoculação. 
A massa de mil grãos é um componente importante da produtividade, e 
segundo Caires et al. (2016), após o florescimento das plantas de milho, 
qualquer tipo de estresse que a planta seja submetida, de natureza biótica ou 
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abiótica, pode afetar significativamente essa variável. O mesmo autor confirma 
em seu trabalho que a massa de mil grãos é estritamente relacionada com a 
adubação nitrogenada em cobertura. Neste trabalho, a massa de grãos mais 
pesada foi para os tratamentos que receberam a maior dose do fertilizante 
nitrogenado (T2). Porém, com exceção dos tratamentos com os inoculantes 
bacterianos Bacillus LGMB 319 + B. LGMB 326 (T7) e com A. brasilense + 
Bacillus LGMB 319 + B. LGMB 326 (T8) no experimento de Campo Largo que 
tiveram os menores pesos, as médias dos demais tratamentos não foram 
diferentes estatisticamente (Tabela 4). 
A produtividade não variou entre os tratamentos que receberam N em 
cobertura e inoculantes bacterianos. Entretanto, parece existir limitações do 
uso da tecnologia da inoculação com essas estirpes, pois, por exemplo, as 
bactérias Bacillus LGMB 319 e Bacillus LGMB 326 quando coinoculadas 
diminuíram o rendimento de grãos (Tabela 4). Mas, quando a inoculação 
dessas bactérias (B. LGMB 319 e B. LGMB 326) foi feita separadamente (T5 e 
T6), elas aumentaram a produção em até 315,15 kg ha-1 quando comparado 
com o tratamento que recebeu a mesma dose do fertilizante nitrogenado, sem 
inoculantes bacterianos (T3) (Tabela 4). 
Dentre os nutrientes avaliados na folha no estádio da inflorescência 
feminina, as plantas do tratamento com os 100 kg N ha-1 (T2) em cobertura 
concentraram mais N (Tabela 5). Os demais nutrientes não foram afetados 
pelos tratamentos ou foram afetados de maneira diferente nos dois 
experimentos. Os nutrientes extraídos pela biomassa no estádio da maturação 
fisiológica não seguiram a mesma orientação da avaliação anterior, onde as 
plantas do tratamento com 100 kg N ha-1 extraíram mais P, Ca, Mn e Zn 
(Tabela 6). A exportação dos nutrientes pelos grãos foi maior nos tratamentos 
coinoculados com as três bactérias juntas (T8), exportando mais P, K, Mg e Mn 
(Tabela 7). 
O P é um dos elementos essenciais para o desenvolvimento dos vegetais, 
e não é um recurso renovável no solo. Sua utilização futura na agricultura 
dependerá da disponibilidade e de um possível aumento de custo de aquisição 
desse nutriente. As plantas do tratamento coinoculado com A. brasilense, B. 
LGMB 319 e B. LGMB 326 extraíram mais P nos grãos do que as plantas dos 
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outros tratamentos. Esse resultado é efeito das BPCV, já que elas têm a 
capacidade de disponibilizar mais P para as plantas. 
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7 CONCLUSÃO 
A inoculação com Bacillus LGMB 319 ou Bacillus LGMB 326 pode 
substituir ou ser coinoculado com Azospirillum brasilense (Abv-05 e Abv-06) 
que não diminuem a produção de grãos de milho.  
A coinoculação de Bacillus LGMB 319 e Bacillus LGMB 326 sem a 
presença de A. brasilense não pode ser recomendada, pois as duas interagem 
negativamente entre si e podem causar redução na produtividade dos grãos. 
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